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Abstract ofFR2812655 

The invention concerns a preparation of micro-organisms immobilised in beads acclimated to alcohol 
and/or acidity, and partly dried, capable of developing a fermenting activity when they are introduced in 
alcohol or acid musts. The invention also concerns a method for obtaining such a preparation 
comprising an acclimating step and an immobilising step for the micro-organisms, said steps being 
carried out in any sequence, but necessarily preceding a partial dehydrating step. The invention 
provides the advantages on enabling the micro-organisms to be preserved in viable and active form for 
several months, and to be used directly for reactivating interrupted fermenting processes, in particular 
alcoholic fermentation processes, for producing wine and other fermented beverages. 
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PREPARATION DE MICRO-ORGANISMES ACCLIMATES IMMOBILISES DANS DES BILLES, PROCEDE DE 
PRODUCTION ET APPLICATION DE LADITE PREPARATION A LA RELANCE DE FERMENTATIONS 
ARRETEES. 

(57) La pr^sente invention a pour objet une preparation de 
micro -organ is mes immobilises dans des billes, acclimates a 
I'alcool et/ ou a I'acidite, et partiellement seches de maniere 
a assurer une bonne conservation et une capacite a relan- 
cer une fermentation arretee, sans etape longue et fasti- 
dieuse d'acclimatation sur les lieux de I'utilisation. 

L'invention a §galement pour objet un proc6d6 de pro- 
duction de ladite preparation, et son application a la relance 
de fermentations arretees. 

L'invention consiste essentiellementa immobiliserselon 
un procede connu, des micro-organismes dans une matrice 
de polymeres, ci acclimater lesdits microorganismes avant 
ou aprfcs leur immobilisation, puis & s6cher partiellement la 
matrice contenant lesdits micro-organismes. 

Les avantages de la pr6sente invention resident dans ia 
possibilite de conserver les micro-organismes sous forme 
viable et active pendant plusieurs mois de stockage, et de 
permettre une utilisation directe pour la relance des fermen- 
tations arr§t6es, particulifcrement les fermentations alcooli- 
ques pour la production de vin ou autres boissons 
fermentees. 
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Description 

La presente invention concerne une preparation de micro-organismes immobilises 
dans des billes semi-humides pour assurer la reprise de fermentation de boissons 
5 fermentees. 

II est connu que les micro-organismes immobilises peuvent servir a I'elaboration 
de boissons fermentees telles que le vin, la biere, le champagne, les boissons petillantes 
a degre d'alcool variable. 

Differents modes demobilisation de cellules sont connus, on peut citer en 
10 particulier : 

La demande de brevet EP 0350374 A1 qui decrit la preparation de micro- 
organismes immobilises dans des gels sensiblement deshydrates, dont I' utilisation est 
destinee a la preparation de boissons fermentees. 

La demande de brevet EP 0173915 B1 qui decrit la preparation d'un biocatalyseur 
15 a cellules immobilisees dans un gel pour la fermentation et/ou la prise de mousse de vin 
champagnise ou obtenu selon la methode champenoise. 

Le brevet FR 2570959 qui decrit la methode d'obtention de billes contenant des 
micro-organismes employes pour la fermentation des boissons citees plus haut. 

Les procedes decrits dans ces brevets sont utilisables pour preparer les 
20 microorganismes immobilises dans des billes selon la presente invention. On utilise de 
preference une matrice polymere en alginate de calcium et une levure Saccharomyces 
cerevisiae. On peut egalement utiliser par exemple des matrices de polyacrylamide, de 
pectate ou de carraghenane. 

Le probleme pose actuellement est de disposer d'un outil permettant la relance 
25 d'une fermentation arretee sans etapes fastidieuses d'acclimatation des 
microorganismes. En effet, apres arret accidentel d'une fermentation en cours, I'addition 
de ferments, par exemple de levure dans le cas des fermentations alcooliques, pour 
relancer la fermentation necessite une etape dite d'acclimatation desdits 
microorganismes aux conditions du milieu de fermentation (concentration d'alcool et/ou 
30 d'acide deja produit) ; a defaut d'une telle etape, les microorganismes non acclimates 
subissent un stress qui provoque generalement la perte de leur viabilite, et done I'echec 
de la tentative de relance de fermentation. Les techniques actuellement utilisee font done 
appel : 

-soit a des microorganismes sous forme seche qui sont rehydrates puis 
35 progressivement acclimates dans des milieux de concentration en alcool et/ou d'acidite 
croissante, et ce juste avant leur utilisation, 
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-soit des microorganismes prealablement acclimates en dehors du lieu 
d'utilisation; dans ce dernier cas ils sont transports et utilises sous forme humide. dans 
un delai bref de quelques jours, leur duree de conservation etant faible. 

Le sechage de microorganismes, qui permet generalement une bonne 

5 conservation, n'est pas applicable aux microorganismes acclimates, levures notamment, 
car il provoque dans ce cas une mortalite importante et rapide. 

II a ete trouve de fa<?on surprenante que I'immobilisation de microorganismes 
acclimates dans des biiles de poiymeres, puis le sechage menage et partiel de ces billes 
permettait a la fois une bonne viabilite desdits microorganismes et le maintien de leur 

10 capacite a relancer une fermentation arretee, et ce meme apres un stockage prolonge de 
plusieurs mois. C'est cette technique qui fait I'objet de la presente invention. Selon un 
autre aspect de ('invention, les microorganismes peuvent etre immobilises dans les billes 
avant d'etre acclimates, puis finalement seches. 

On decrira le procede d'obtention de billes partiellement sechees, enrobant les 

15 micro-organismes selectionnes et acclimates a I'alcool. puis le procede de rehydration 
des micro-organismes immobilises dans les billes et I'application directe desdits 
microorganismes, sans etape d'acclimatation, a la relance de fermentations arretees. 

On realise au depart une culture de micro-organismes dans un milieu de culture 
classique. Selon un aspect particulier de I'invention, les microorganismes sont 

20 acclimates, avant d'etre immobilises dans une matrice de polymere, par exemple 
d'alginate, selon un procede connu. Selon un autre aspect de invention, on realise 
I'etape d'acclimatation sur les microorganismes prealablement immobilises. La matrice, 
divisee sous forme de billes, est ensuite partiellement deshydratee pour obtenir des billes 
d'aspect sec, mais contenant une petite proportion d'humidite de maniere a maintenir la 

25 viabilite des microorganismes. 

On appellera "billes" des particules de forme spherique ou de toute autre forme, 
obtenues par fractionnement de la matrice de polymere incluant les microorganismes. 
Selon une des caracteristiques de la presente invention, la taille moyenne de ces 
particules est comprise entre 0,1 et 5mm, de preference entre 1 et 3mm. 

30 Selon une autre caracteristique de I'invention, la proportion de microorganismes 

par rapport au polymere est comprise entre 1 et 50%, de preference entre 5 et 20% en 
poids sec. 

Selon une autre caracteristique de I'invention, Tactivite de I'eau Aw des billes 
apres sechage menage est comprise entre 0,1 et 0,5, de preference entre 0,3 et 0,4. 
35 Selon une autre caracteristique de I'invention, on realise le sechage menage des 

billes contenant les micro-organismes, par une technique de lyophilisation, de lit fluidise 
ou d'etuvage. 
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Selon une autre caracteristique de Tinvention, on conserve les billes contenant les 
micro-organismes, partiellement deshydrates, dans un emballage etanche a la vapeur 
d'eau, qui est de preference maintenu a une temperature relativement basse, de 
preference d'environ 4°C. Dans ces conditions on obtient une excellente conservation 
5 des microorganismes pendant plusieurs mois de stockage 

Selon un aspect particulier de I'invention, les micro-organismes sont des levures, 
en particulier du genre Saccharomyces. 

D'autres applications, caracteristiques et avantages de I'invention apparaitront a 
la lumiere des exemples non limitatifs ci-apres. 

to 

Exemple 1: preparation de billes d'alqinate semi-humides contenant des levures 
Saccharomvces cerevisiae, immobilisees prealablement acclimatees a ralcool 

Les billes sont preparees a partir d'une solution d'alginate de sodium, polymere 
lineaire extrait d'algues et compose d'acide a-D-manuronique et a-L-guluronique. Les 
15 levures prealablement acclimatees a I'aicool, sont ensuite ajoutees a cette solution dans 
une cuve. Dans cet exemple la souche de levure Saccharomyces cerevisiae L43 
commercialisee sous la marque Lalvin® est utilisee. 

Cette solution passe ensuite, grace a un systeme de tubes, dans un systeme de 
vibration qui permet la formation de gouttes. 
20 Ces gouttes sont ensuite gelifiees au contact d'une solution 0,2 M de chlorure de 

calcium. Le temps de contact est de 30 minutes. 

Les billes ainsi formees sont lavees par immersion pendant 10 minutes dans de 
I'eau des ionisee. 

Les billes sont ensuite sechees partiellement sur lit fluidise. Cette etape permet 
25 d'obtenir une activite en eau Aw comprise entre 0.3 et 0.4. La temperature de sechage 
est inferieure ou egale a 40°C. Le diametre des billes obtenues est de 2 a 4 mm. Apres 
les controles qualite les levures sont emballees et stockees s a 4°C avant utilisation. 

Exemple 2: stabilite des levures au cours du stockage 
30 Afin d'estimer Tactivite de billes, contenant la souche de levure Saccharomyces 

cerevisiae, apres conservation de 6 mois a 4°C, le controle suivant est realise : 

• 30 grammes de billes preparees selon I'exemple 1 ci-dessus sont placees dans une 
solution de glucose a 50 g/l (volume 100 ml) a 37°C. 

• La solution est maintenue a 37°C et revolution de la concentration du sucre est suivi 
35 au cours du temps. 

• Apres 2 heures la concentration de sucre est inferieure a 2 g/l ce qui correspond a la 
fin de la fermentation. 
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Le meme contrdie est realise au temps 0 (juste apres la production des billes) et 
apres 6 mois de stockage a 4°C. La fin de la fermentation est obtenue apres le meme 
temps d'incubation de 2 heures. Les levures immobilisees preparees selon I'exemple 1 
sont done stables pendant au moins 6 mois de stockage a 4°C. 

5 

Exemple 3 : Application au vin blanc 

On procede a la reprise de fermentation en utilisant la levure Lalvin® L43 
immobilisee sous forme de billes conditionnees en unite de 5kgs. 
10 La dose d'utilisation est de 200 g de billes par hi de vin. 

Le vin blanc utilise dans cet exemple est un vin de Sauvignon presentant les 
caracteristiques suivantes : 

• degre alcool acquis au moment de I'inoculation avec les billes : 12°75 

• sucres residuels : 14,64 g/l 

15 

Pour les besoins de I'essai, le vin en arret de fermentation est reparti en deux 
bonbonnes de 25 1 (modalites 1 et 2) et deux cuves de 150 hi (modalites 3 et 4). 



Ces modalites sont les suivantes (la temperature est regulee entre 18 et 20°C) : 
20 1 . temoin negatif : vin non ensemence 

2. temoin positif : vin ensemence par des levures Lalvin® L43, sous forme de 
levure seche, a la dose de 20 g/hl, rehydratees, non acclimatees 

3. vin ensemence avec des levures Lalvin® L43, sous forme de levure 
seche, a la dose de 20 g/hl, rehydratees, acclimatees & I'alcool selon le protocole 

25 I.T.V. connu par I'homme de Tart (duree des phases de rehydration et 

d'acclimatation : 7 jours) 

4. vin ensemence avec des levures Lalvin®* L43 immobilisees preparees 
selon le protocole decrit ci apres. 



30 La modalite de preparation des levures immobilisees est la suivante : 

a) 30 kg de billes sont ajoutes, a la temperature de 37°C, a une solution de 
60 1 d'eau contenant 600 g de glucose / fructose (50/50) et 480 g de NaCL 

b) Apres 30 minutes, les sacs sont retires et trempes, dans les memes 
conditions dans une nouvelle solution, identique a la precedente. 

35 c) ensuite les sacs sont immerges dans la cuve dont la ' fermentation 

alcoolique doit etre relancee. 
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On suit, pour chaque modalite, revolution du taux de suae en fonction du temps. 
Les resultats de ce suivi sont presentes dans le tableau suivant : 





Modalite 
1 


Modalite 
2 


Modalite 
3 


Modalite 
4 


j Jours 


Sucres 
residuels 

(g/D 


Sucres 
residuels 

(g/i) 


Sucres 
residuels 

(g/i) 


Sucres 
residuels 

(g/i) 


0 1 14,64 


14,64 


14,64 


14,64 


I 1 I 






13,66 


4 i 






12,5 


5 ! 






12,1 


1 7 1 14,64 


14,67 


14,64 




I s i 




12,46 










8,88 


i 11 ! i 


10,54 


8 


:14 i 16,62 1 14.64 ;8,66 


5.71 


;17 j . j 


4.34 


20 j 1 5.55 j 2,48 


22 114,65 i 14,60 j 3,07 

! i 




| 24 ; | | 


1.88 


i 26 114,64 i 14,62 1 2 

i i i i 





5 On remarque que le precede selon la presente invention permet d'obtenir un 

achevement de la fermentation, au bout d'une duree plus courte que celle observee avec 
les memes levures acclimatees selon la methode habituelle, toutes choses etant egales 
par ailleurs. 

On n'observe pas, dans Tun et I'autre cas d'augmentation de I'acidite volatile. 
10 Le procede d'application de la presente invention : 

-permet une economie de temps de 2 jours pour la duree totale de ('operation, 
-demande 1 heure de preparation et non plus 7 jours de preparation et de suivi du pied 
de cuve. 
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Exemple 4 : Application au vin rouge 

On procede a ia reprise de fermentation en utilisant ia levure Lalvin® L2226 
immobilisee sous forme de billes conditionnees en unite de 5kgs, 

La dose d'utilisation est de 200 g de billes par hi de vin. 
5 Le vin rouge utilise dans cet exemple est un vin de cepage Merlot presentant les 

caracteristiques suivantes : 

• degre alcool acquis au moment de I' inoculation avec les billes : 
99,9 g ethanol/l 

• sucres residuels : 19, 29 g/t 

10 

Pour les besoins de I'essai, le vin en arret de fermentation est reparti en deux 
bonbonnes de 25 1 (modalites 1 et 2) et deux cuves de 5 hi (modalites 3 et 4). 

Ces modalites sont les suivantes (la temperature est regulee entre 20 et 25°C) : 
15 1. temoin negatif : vin non ensemence, 

2. temoin positif : vin ensemence par des levures Lalvin® L2226, sous 
forme de levure seche, a la dose de 20 g/hl, rehydratees, non acclimatees 

3. vin ensemence avec des levures Lalvin® L2226, sous forme de 
levure seche, a la dose de 20 g/hl, rehydratees, acclimatees a I'alcool selon le 

20 protocole I.T.V. connu par I'homme de Tart (duree des phases de rehydratation et 

d'acclimatation : 6 jours) 

4. vin ensemence avec des levures Lalvin® L2226 immobilisees et 
preparees selon le protocole decrit ti-apres. 

25 La modalite de preparation des levures immobilisees est la suivante : 

a) 1 kg de billes sont ajoutes, a la temperature de 37°C, a une solution 
de 2 I d'eau contenant 20 g de glucose / fructose (50/50) et 16 g de NaCI. 

b) Apres 30 minutes, les sacs sont retires et trempes, dans les memes 
conditions dans une nouvelle solution identique a la precedente. 

30 c) ensuite les sacs sont immerges dans la cuve dont la fermentation 

alcoolique doit etre relancee. 

On suit, pour chaque modalite, revolution du taux de sucre en fonction du temps. 
Les resultats de ce suivi sont presentes dans le tableaux suivant : 



35 
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I Modalite 1 

l 


Modalite 2 


Modalite 3 


Modalite 4 


Jours ; Sucres 
; Residuel 

. s 

(g/i) 


Ethanol 

(g/i) 


Sucres 
residuels 

(g/i) 


Ethanol 

(q/l) 


Sucres 
residuels 

(g/D 


Ethanol 

(g/D 


Sucres 

residuels 

(g/D 


Ethanol 

(q/l) 


;0 ; 19,3 

• 


99.9 


19,3 


99,9 


19,3 |99,9 


19,3 


99.9 


2 ; Inchange 


Inchange 


Inchange 


Inchange 


Inchange 


Inchange 


18,87 


101,48 


: 4 : Inchange j Inchange 


Inchange 


Inchange 


Inchange 


Inchange j 16,9 


101,93 


5 ' Inchange ! Inchange 


Inchange 


Inchange 


Inchange i Inchange j 14,38 \ 102,36 

i ! ! 


6 Inchange 


Inchange 


Inchange 


Inchange 


Inchange 


Inchange j 13,73 1102.37 


1 7 j Inchange j Inchange 


Inchange 


Inchange 


19,29 ! 100,66 j 

i ! I 


11 i Inchange ; Inchange 


Inchange 


Inchange 


16,93 ! 101,35 1 4,2 : 104,86 

i i 


12 j Inchange : Inchange 


Inchange 


Inchange 


11,63 ■ 102,41 !2,76 105,29 


i 13 i Inchange \ Inchange 

i I ! 


Inchange 


Inchange 


7,46 


103,53 ;2,21 j 105,31 


1 14 « Inchange ; Inchange ; Inchange 

i : : i 


Inchange 


3.81 : 104,91 ! ! 


1 15 j Inchange j Inchange 


Inchange 


Inchange 


1,83 105,39 . j 



On remarque que le procede selon la presente invention permet d'obtenir un 
achevement de la fermentation, au bout d'une duree inferieure a celle observee avec les 
rnemes levures acclimatees selon la methode habituelle, toutes choses etant egales par 
5 ailleurs. 

On n'observe pas, dans Tun et I'autre cas de montee de I'acidite volatile. 
Le procede d'application de la presente invention : 

1 . permet un gain de 2 jours pour la duree totale de I'operation, 

2. demande 1 heure de preparation, au lieur de 6 jours de preparation et de suivi du 
10 pied de cuve 

Essai 5 : Application a I'hvdromel 

On procede a la reprise de fermentation en utilisant la levure Lalvin® EC1118 
immobilisee dans des billes d'alginate de Ca 2+ conditionnees dans une unite de 200 g. 
15 La dose d'utilisation est de 200 g de billes pour 100 1 d'hydromel. 

L'hydromel utilise dans cet exemple etait issu d'un melange 300 g de miel / 1 litre 
d'eau, le but etant de fabriquer de l'hydromel doux titrant 12,5 % d'alcool. Au moment de 
I'arret de fermentation il possedait les caracteristiques suivantes : 

• degre alcool acquis au moment de I'inoculation avec les billes : 10,5 % d'alcool 
20 • sucres residuels totaux : 87,5 g/l 

• sucres residuels a fermenter : 34 g/l 
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Pour les besoins de I'essai, Thydrome! en arrgt de fermentation est reparti en 
deux bonbonnes de 50 1 (modalites 1 et 2). 

Ces modalites sont les suivantes (la temperature est regulee entre 20 et 25°C) : 

1. hydromel ensemence avec la levure EC1118 immobilisees et preparees selon le 
protocole decrit ci-apres. 

2. hydromel ensemence avec la levure EC1118, sous forme de levure seche, a la 
dose de 20 g/hl, rehydratees, acclimatees a I'alcool selon le protocole I.T.V. 
adapte a I'hydromel (duree des phases de rehydration et d'acclimatation : 4 
jours) 

La modalite de preparation des levures immobilisees est la suivante : 

a) 200 g de billes sont ajoutes, a la temperature de 37°C, a une solution de 400 ml 
d'eau contenant 4 g de glucose / fructose (50/50) et 3,2 g de NaCI. 

b) Puis apres 30 minutes, le sac est retire et trempe, dans les memes conditions 
dans une nouvelle solution identique a la precedente. 

c) ensuite le sac est immerge dans la cuve dont la fermentation alcoolique doit etre 
relancee. 

On suit, pour chaque modalite, revolution du taux de sucre en fonction du temps. 
Les resultats de ce suivi sont presentes dans le tableaux suivant : 





Modalite 1 


Modalite 2 


Jours 


Sucres residuels 

(g/D 


Sucres residuels 

(g/D 


,0 1 87,50 

1 1 


87,50 


! 1 : 86.00 


85,00 


: 4 ! 75.00 


72,50 


5 


71.50 


68,50 


7 


66.20 


64.00 


;9 


58.50 


59,50 


!11 


50.00 


54,70 


14 


36.70 


46,00 


20 


36,50 


36,20 
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On remarque que le procede selon la pr6sente invention permet d'obtenir un 
ach6vement de la fermentation, au bout d'une dur6e inferieure a celle observe avec les 
memes levures acclimatees selon ta m&hode habituelle, toutes choses 6tant egales par 
ailleurs. 

Le procede d'application de la presente invention : 

1 . permet un gain de quasi 6 jours pour la duree totale de I'operation, 

2. demande 1 heure de preparation, au lieur de 4 jours de preparation et de suivi du 
pied de cuve 



REVENDICATIONS 



10 
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1. Preparation de microorganismes vivants immobilises dans des billes de 
polymeres partiellement deshydratees, caracterisee en ce que lesdits microorganismes 

5 sont, prealablement a la deshydratation, acclimates a Talcool et/ou a I'acidite. 

2. Preparation selon ia revendication 1 caracterisee en ce que les billes sont 
composees d'une matrice de polysaccharide, de preference un gel d'alginate. 

3. Preparation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que la taille 
moyenne des billes est comprise entre 0,1 et 5mm, de preference entre 1 et 3mm. 

10 4. Preparation selon Tune des revendications 1 a 3 caracterisee en ce que la 

proportion de microorganismes par rapport au polymere est comprise entre 1 et 50%, de 
preference entre 5 et 20% en poids sec. 

5. Preparation selon Tune des revendications 1 a 4 caracterisee en ce que 
I'activite de Peau Aw des billes apres deshydratation est comprise entre 0,1 et 0,5, de 

1 5 preference entre 0,3 et 0,4. 

6. Preparation selon Tune des revendications 1 a 5 caracterisee en ce que 
les microorganismes sont des levures, de preference du genre Saccharomyces. 

7. Procede de preparation de microorganismes vivants immobilises dans des 
billes de polymeres partiellement deshydratees, caracterise en ce que les 

20 microorganismes sont soumis, prealablement a I'etape de deshydratation, a une etape 
d'acclimatation a I'alcool et/ou a I'acidite. 

8. Procede seion la revendication 7 caracterise en ce que le polymere utilise 
pour I'immobilisation des microorganismes est un polysaccharide, de preference de 
I'alginate. 

25 9. Procede selon Tune des revendications 7 ou 8, caracterise en ce que les 

microorganismes utilises sont des levures, de preference du genre Saccharomyces. 

10. Procede selon Tune des revendications 7 4 9, caracterise en ce que la 
proportion de microorganismes par rapport au polymere est comprise entre 1 et 50%, de 
preference entre 5 et 20% en poids sec. 

30 11. Procede selon Tune des revendications 7 a 10, caracterise en ce que la 

deshydratation des billes est effectuee par lyophilisation, lit fluidise ou sechage, et est 
limitee de fagon a obtenir une activite en eau Aw comprise entre 0,1 et 0,5, de preference 
entre 0,3 et 0,4. 

12. Preparation susceptible d'etre obtenue selon Tune quelconque des 
35 revendications 7 a 11. 

13. Application d'une preparation selon Tune des revendications 1 a 6, ou 
selon la revendication 12, pour la reprise de fermentations arretees. 
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14. Application selon la revendication 13, caracterisee en ce que 
fermentation est une fermentation alcoolique. 
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